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Die Reinkultur von Conjugaten.

Von
Viktor Czurda (Prag).

(Hierzu 6 Textfiguren und Tafel 9 u. 10.)

Fiir eine ganze Reihe chlorophyllfihrender Microorganismen
ist die Kultivierbarkeit und die Moglichkeit der Erzielung absoluter
Reinkulturen bereits gezeigt worden. Es handelt sich um Vertreter
der Protococcalen, Flagellaten, Cyanophyceen, Diatomeen. Als schwer
oder gar unkultivierbar galten bis zu den Untersuchungen Prings-
mEM’s (1912, 1918) die Vertreter der Conjugaten. Erst PriNgsHEIM
hat gezeigt, daB sich viele Desmidiaceen, Mesotaeniaceen und ge-
wisse Zygnemaceen durchaus sicher kultivieren lassen. DaB seine
Angaben tatsichlich recht brauchbare Bedingungen enthalten, beweist
am besten die Tatsache, daB seine Algenstimme viele Jahre hindurch
erhalten werden konnten. So konnte beispielsweise ein Zygnema-
Stamm vom Jahre 1911 bis heute fortgeziichtet werden. Aber
Spirogyra, ein so hiufiges Untersuchungsobjekt, gilt auch heute noch
(PrivesHEIM 1912, ScEraMM 1914, HeEMLEBEN 1922, BENECKE 1925)
als unkultivierbar, obwohl es nicht an Versuchen gefehlt hat, jene
Kulturbedingungen zu finden, die eine Dauerkultur ermdoglichen.
Die dauernden MiBerfolge mit anorganischen Losungen fiihrten
manchen, der sich um die Kultur bemiihte, sogar zur Annahme,
daf zu ihrer Kultur bestimmte organische Stoffe notig seien.

Wir finden zwar an vielen anderen Stellen der Literatur auch
fiir Spirogyra die Angabe, daf sie kultiviert werden konnte [KrEms
(1897, p. 232), GErasiMOFF (1902, 1904), STRASBURGER (1921, p. 402),
SCHNEIDER-ZIMMERMANN (1922, p. 406) u. a.], so daB ein Uneingeweihter
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die Kulturfrage als gelost betrachten konnte. Dem ist aber anders.
Wenn wir zunichst von den jiingsten, erfolgreichen Versuchen
UsepEnskr's (1924), die die Dauerkultur aller Spirogyren in den
Bereich der Moglichkeit riickten, absehen, so finden wir, daf alle
iibrigen Autoren den Begriff ,kultivierbar“ etwas weiter faften, als
es heute bei den gesteigerten Anspriichen der Methodik zweckmiBig
erscheint. Als ,kultivierbar“ wollen wir einen Organismus erst dann
ansehen, wenn es gelungen ist, soweit prizisierbare Wachstums-
bedingungen zu finden, daf eine beliebig oft fortsetzbare Aufzucht
eines groBeren Zellenmaterials aus wenigen, im besten Falle aus
einem Individuum, sicher gelingt. Und das war bei Spirogyra
wenigstens bisher nicht moglich. Man konnte die Watten nur in
groBeren Gefifen (meist Aquarien) mit Standortswasser lebend er-
halten, bisweilen auch zur Vermehrung bringen (KrLEBs, Stras-
BURGER, (GERASIMOFF, SCHNEIDER-ZIMMERMANN). Nicht nur die
Platzmangelfrage, sondern auch die Unmoglichkeit der Beschaffung
von Kulturmedium gleicher Beschaffenheit, die Undurchfithrbarkeit
genauer mikro- und makroskopischer Kontrolle erfordern die Ver-
wendung kleinerer Kulturgefifie mit Losungen bekannter Zusammen-
setzung. Wir miissen zunichst also bestrebt sein, die Kultur in
kleinen Geféfien (in den in der Kulturtechnik bewdhrten Eprouvetten)
mit kleinen Fliissigkeits- oder Substratmengen durchfiihrbar zu machen.

Weiters mubB die Speziesreinheit angestrebt werden. Selbst das
reinste Rohmaterial eines natiirlichen Standortes, das zu verschieden-
artigen Untersuchungen bereits gedient hat, birgt noch eine Fiille
anderer chlorophyllfiihrender Organismen, die Unklarhelten von
Versuchsergebnissen bedingen konnen.

Schlieflich mufite der Versuch unternommen werden, auch Ver-
treter der Conjugaten in absoluter Reinheit zu ziichten. Dies wurde
zwar schon versucht (Scmramm (1914)) allerdings ohne Erfolg. Der
genannte Forscher versuchte von keimfrei gemachten Zygoten
(Spirogyra setiformis) zu absoluten Reinkulturen zu gelangen, da ihm
wie vorher auch schon PrinesEriM (1912) die Gewinnung solcher
Kulturen von vegetativen Fidden nicht erfolgreich schien.

TrEBOUX (1904) behauptet allerdings, daf er unter den 40 rein-
geziichteten Algen auch eine Art von Mesocarpus und eine Art von
Cosmarium zu seinen Experimenten verwendet hat. Da weder in
diesem Bericht noch meines Wissens spiter geschildert worden ist,
wie der Ziichtungsvorgang, die Reinigung von Bakterien, die Priifung
auf absolute Reinheit vorgenommen wurde, so ist diese Angabe als
vollig unzuverldssig zu betrachten.
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Diese Sachlage veranlafte mich vor drei Jahren, die Kultur-
moglichkeit einiger Conjugaten systematisch zu verfolgen. Die
Versuche fithrten bei fiinf Vertretern zur Erzielung absoluter Rein-
kulturen und zu einigen fiir die Ziichtung wichtigen Ergebnissen,
die im folgenden beschrieben werden.

Bei meinen Ziichtungsversuchen mit Conjugaten erwies sich fiir
kleinzellige Vertreter (Mesotaenium, Closterium, Cosmarium bis zu
60 u Zellinge, Spirogyra, Mougeotia, Zygnema bis zu 60 u Zelldicke)
ein Agar von folgender Zusammensetzung als geeignet:

15 Proz. Agar

0,02 , Kaliumnitrat

0,002 ,» Kaliumphosphat

0,001 » Magnesiumsulfat

0,600056 , Ferrichlorid oder Ferrosulfat.

Calcium ist in hinreichender Menge im Agar enthalten. Die Nihr-
losung gleicher Zusammensetzung erwies sich fiir Zygnemales, solange
Bakterien mit vorkamen, nicht verwendbar. Als Nahrlosung eignet
sich bei diesen Organismen Erddekokt mit etwa 0,02 Proz. Kalium-
nitrat.

Die angegebene Salzkombination des Nihragars deckt sich im
Prinzip mit der, die sich mit geringen Modifizierungen als Losung fiir
viele chlorophyllfithrende Microorganismen als geeignet erwiesen hat.

Morisce (1897) Spirogyra, Vaucheria, Cladophora Oedogonium,

Oscillaria. (Rohkultur.)

BeneckE (1908) Spirogyra. (Rohkultur.)

RicuTER (1911) SitBwasserdiatomeen. (Reinkultur.)

PrinesEEIM (1914) Cyanophyceen. (Reinkultur.)

MaerTENS (1914) Cyanophyceen. (Reinkultur.)

GrapE (1914) Cyanophyceen. (Reinkultur.)

Harper (1917) Cyanophyceen. (Reinkultur.)

Useensk1 (1924) Spirogyra crassa, Volvox. (Rohkultur.)

ScerREIBER (1925) Volvocineen. (Reinkultur.)

UspEnskr-Uspensgaga (1925) Volvox. (Reinkultur.)

Eine Losung dieser Salze in festem Substrat erwies sich
PringsBEIM (1918) fiir die Kultur von Desmidiaceen geeignet.

Das verwendete Wasser war durchwegs zweimal destilliert
worden; das zweite Mal aus Jenaer Normalglas durch Platin in
Jenaer Normalglas. Fir die Zichtung der im folgenden zu be-
handelnden Arten ist das nicht unbedingt notig, wenn das einfach
destillierte Wasser sorgfiltig hergestellt worden ist. Auch das
einfach aus Kupferkessel durch Zinnkiihler in gewdhnliches Glas
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destillierte Wasser des hiesigen Instituts eignet sich fiir Ziichtungs-
versuche vollkommen. Bei der Zubereitung des Néhragars wurden
die Nihrsalze in der oben angegebenen Konzentration vor dem
Aufkochen des gut gewiisserten Agars hinzugefiigt (vgl. PRINGSHEIM
(1921)). Als Nihrsalze wurden Kamusaum- und MErck-Priparate
verwendet.

Die Zichtung groBzelliger Formen brachte noch nicht den
gewiinschten Erfolg. Aber die ausgezeichneten Vermehrungsresultate,
die UspENskr (1924) 1) an Spirogyra crassa durch besondere Dosierung
des Eisens erhalten hat, lassen auch hier auf Erfolg hoffen.

Herkunft und Beschreibung der reingeziichteten Conjugaten.

Von einer groBeren Anzahl teils bestimmbarer, teils unbestimm-
barer Mesotaenium-, Cosmarium-, Closterium-, Spirogyra-, Zygnema-
und Mougeotia-Arten ?) gelang die Erzielung absoluter Reinkulturen
bisher bei 5 Vertretern, niamlich

Mesotaeniuwm caldariorum (LacrRH.) HANSGIRG,
Cosmarium Botrytis MENEGH.,

Zygnema Sp.,

Zygnema, peliosporum WITTR. und

Spirogyra varians Ktrz.

Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich auf die drei Erst-
genannten und Spirogyra varians. Zygnema peliosporum wurde erst
wihrend der Niederschrift des Manuskriptes rein erhalten.

Das Ausgangsmaterial von Mesotaenium, dessen Kultivierbarkeit
schon PrinesmEiM (1918) festgestellt hat, stammte von feuchten
Mauerstellen des Hofes Czaskowetz (Klobouk) bei Briinn, wo ich es
gemeinsam mit Porphyridium cruentum, verschiedenen Oscillaria-Arten
und Diatomeen vorgefunden habe. Es stellt einen Organismus dar,
der zur Lebensweise der ,Luftalgen“ iibergegangen ist. Auf den
unter einer Glasglocke feuchtgehaltenen Ziegelsteinen entwickelten
sich stellenweise grofie, schleimige Beldge, in denen fremde Algen
kaum aufkommen konnten. Von solchen Stellen wurde etwas in
halbverdiinnte Knop’sche Nihrlosung und auf Agar mit anorganischen

) Die Ubersetzung der russisch geschriebenen Publikation verdanke ich
Herrn Direktor Scaorprs, Lektor an der deutschen technischen Hochschule Prag.
Es sei ihm an dieser Stelle mein bester Dank abgestattet.

%) Herrn Prof. Dr. V. Lanerans, Vorstand der Forschungsstation fiir Fisch-
zucht und Hydrobiologie in Hirschberg i. B., danke ich fiir das freundliche Ent-
gegenkommen beim Sammeln von Material in der Hirschberger Umgebung.
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Salzen der oben mitgeteilten Kombination iibertragen. Als besonders
geeignet erwiesen sich feste Substrate. Auf ihnen gelingt die
Fortfiihrung der Rohkultur durchaus sicher.

Die Zellen zeigen im ausgewachsenen Zustand (in den Nach-
mittagsstunden) auf nahrstoffhaltigen Substraten meist gerade zylin-
drische Form. Bisweilen sind sie schwach gekriimmt. Die Enden
sind etwas zugespitzt, an den Polen abgerundet. Kurz nach der
Zellteilung ist das jiingere Ende einfach abgerundet (Textfig. A a).

.

Textfig. A. Mesotaenium caldariorum a) Altere Zelle aus einem im Licht auf
Agar erwachsenen Kulturmaterial. b) Zelle aus einem im Dunkeln auf 1proz.
Glukose in 3!/, Monaten erwachsenem Material. ¢) 20 Tage alte Zelle aus stick-
stofffreier Néhrlosung. d) Zelle vom Grunde einer 3 Monate alten Losungskultur.
e) Zelle aus einem im Licht auf 10proz. Glukose 30 Tage kultivierten Material.
Ol ist schwarz dargestellt. Mit Zeichenapparat. Originalzeichnung ist auf 2/; verkl.

Die Breite betragt 11—14 u, die Lange 34—38 p. Auf alten, er-
schopften oder ungiinstig zusammengesetzten Substraten &ndert sich
die Breite um ein Geringes, betrdchtlich aber ihre Léinge. Unter
gewissen Umsténden erfihrt auch die. Form eine Verinderung, und
die sonst einzeln auftretenden Zellen konnen in lockerem, fidigem
Zusammenhang verbleiben (Taf 9 Fig. 2 u. 3). Geschlechtliche
Fortpflanzung wurde weder in der Natur noch in der Kultur bisher
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beobachtet, so daB die Bestimmung lediglich nach den vegetativen
Zellen vorgenommen wurde (Haxseire (1886), WEsT (1904)). Nach
Wesr sind Zygoten von Mesotaenium caldariorum iiberhaupt noch
unbekannt.

Cosmarium Botrytis MexEecH, (bestimmt nach Wesr (1912)) ver-
danke ich Herrn Prof. Dr. PrinesgemM. Er hat mir diesen Stamm
in Speziesreinkultur mit zwei anderen Stimmen dieses Cosmariums
fir die Versuche zur Verfiigung gestellt. Die Kulturdauer dieser
Stamme (seit 1920) beweist
ebenfalls, daB die von ihm
1918 mitgeteilten Kulturbe-
dingungen eine Dauerkultur
sichern. Das seinerzeitige
Ausgangsmaterial  stammte
aus dem Havelflusse bei Berlin.
Die Zellen sind ziemlich kon-
stant in Form und Grofe. Sie
besitzen 48—b5H2 u Breite und
56—64 u Liénge. Die Skulptur
und sonstige Einzelheiten sind
in Textfig. B ersichtlich. Ge-
schlechtliche  Fortpflanzung
hat weder er noch ich bisher
gesehen. Die Fortfithrung der
- . - - Stimme geschah griftenteils
0 10 20 30 40 v in FErddekokt, aber auch in

der eingangs genannten syn-

Textfig. B. Cosmarium Bolrytis, vegetative thetischen Nihl‘lﬁsung.

Zelle im optischen Schnitt. Neban ditison C .
Pyrenoide, Vakuolen mit Kristallen. DSILAL =

Mit Zeichenapparat. Original auf 2/; verkl. _Stamm?n iibernahm ich von
ihm einen Zygnema-Stamm ).

Dieser Stamm wurde seinerzeit aus einem Rohmaterial von Toltz
(Oberbayern) isoliert (vgl. PrinesaEIM (1912)). Trotz der 14 jihrigen
Kultur wurde nie Copulation bemerkt. Auch in der Natur wurden
seinerzeit solche nicht gesehen, so daf unbekannt ist, welche der
dickfiadigen Spezies hier in Kultur vorliegt. Die Dimensionen der
vegetativen Fiaden allein lassen nicht zwischen Zygnema cruciatum
und Zygnema stellinum unterscheiden. Die Zellen besitzen auf

1) An dieser Stelle danke ich Herrn Prof. Dr. PriNesHEIM Wirmstens fiir das
mir erwiesene Entgegenkommen und fiir zahlreiche Ratschlige wihrend der
Untersuchung.
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nihrstoffhaltigen Substraten eine durchschnittliche Breite von 32 @
und eine Lénge von 50—60 x. Die michtige Gallertscheide er-
moglicht dieser Alge, genau so wie die Schleimmassen dem Cosmarium,
amphibische Lebensweise.

Das Ausgangsmaterial der reingeziichteten Spirogyra varians
stammte aus einem Graben in der Nihe von Reichstadt in Béhmen,
wo diese Art jahrlich festgestellt werden konnte. Sowohl in der
Natur als auch spiter in der Kultur erlaubten vorgefundene Copulations-
stadien eine genaue Bestimmung der Art (nach BoreE-PascER

A~ A ——
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0 1 2 3 & 5 10 mm

Textfig. C. Lagerung eines Fadenpaares von Zygnema sp. auf der Agaroberfliche

bei stattfindender Zellvermehrung. 1. Situation 16 Stunden nach der Ubertragung

am 20./12. 1924, 2. am 21./12, 3. am 23./12.,, 4. am 24./12. Mit Zeichenapparat.
Original auf 2?/; verkl.

(1918)). Die vegetativen Faden sind meist 32 4 dick und in ndhr-
stoffreichen Medien meist 1%/, mal so lang. Der meist in der Einzahl
(aber auch Oofters in der Zweizahl) vorhandene Chromatophor ist
unter guten Erndhrungsbedingungen breit und zeigt 2—21/, Umgénge
(Textfig. Fb). Sein Rand ist stark gelappt. Bei der Copulation sind
die weiblichen Zellen auf der Copulationsseite meist mehr oder
weniger angeschwollen. Die Zygoten sind kurz- bis langellipsoidisch,
bisweilen niahert sich ihre Gestalt stark der Kugelform. Das Volumen
und damit die gewdhnlich angegebenen Dimensionen (Lénge und
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Breite) der Zygoten ist, wie ich (1925) gezeigt habe, von dem
Volumen der beiden in Copulation getretenen Zellen abhingig und,
da die Volumina der beiden Zellen zur Zeit der Copulation inner-
halb weiter Grenzen schwanken kénnen, von nicht allzu groBer Be-
deutung. Uberdies konnen sie aus der Textfig. D (Copulationsstadien
aus absoluten Reinkulturen) entnommen werden.

e

0 10 20 30 40 50 100
Textfig. D.
Copulierende Fadenpaare von Spirogyra varians, erhalten an absolut reinem Material
in Losungskultur. Mit Zeichenapparat. Original aunf %/; verkl.

Aus dem Ausgangsmaterial wurden gesunde, stdrkearme
Fiaden herausgeholt, in sterilisiertem Wasser abgespiilt und einzeln
auf Agar mit anorganischen Salzen (KNO; 0,02 Proz., K,HPO, 0,002 Proz.
MgSO0, 0,001 Proz., FeCl; oder FeSO, 0,00005 Proz. aufgetragen). Die
Féden legen sich infolge des in den n#chsten Tagen einsetzenden
Langenwachstums in weite Maschen (Textfig. E). Durch weitere
Uberimpfung auf den gleichen Agar lassen sich dinnfidige Formen
recht gut kultivieren. Die Kultur gelingt aber nicht bei Anwesen-
heit vieler Bakterien. Darauf ist es zuriickzufithren, daf die von
in der Natur eingesammelten Materialproben angelegten Erstlings-
kulturen, die anfangs eine geringere Anzahl von Keimen enthalten,
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gewdhnlich angehen, nicht immer aber die von diesen angelegten
Tochterkulturen. Der Bakterienbesatz des eben aus der Natur ge-
holten Materiales ist gering; er entwickelt sich erst in den Agar-
kulturen so reichlich, daB die daraus neuerlich iibertragenen Faden-
stiicke vielfach gleich vom ersten Augenblick an derart von den
ebenfalls mit aufkommenden Bakterien iiberwuchert werden, daB ein
intensives Wachstum der Alge unterbleibt und sie daher nie mehr
aus dem Bakterienlager herauswachsen kann. Solche Kulturen sind
also erfolglos. Es empfiehlt sich daher, Tochterkulturen immer in
der Mehrzahl anzulegen, um die Kontinuitit der Stimme zu erhalten.

In Losungskulturen von gleicher Zusammensetzung war es zwar
moglich, Faden von Spirogyra varians (auch anderer Arten) iiber
Wochen, auch Monate zu erhalten, sogar Vermehrung zu erzielen,
aber die Zellen zeigten immer ein mehr oder weniger krankhaftes
Aussehen (vergilbte Chromatophoren mit grofer Menge an Pyrenoid-
und Stromastirke (Czurpa (1924)). Die bessere Kignung fester
Substrate fiir die Rohkultur fidiger Formen mag vielleicht unter
anderem, wie Verdnderung der Losung durch die Lebenstitigkeit der
Bakterien, darauf beruhen, da es bei der rdumlichen Fixierung
der Organismen auf der Agaroberfliche den fadenformigen Algen
moglich ist, sich durch Fortwachsen von der Impfstelle ziemlich
bakterienfrei zu erhalten, wogegen die Fidden in Losungen iiberall
und in allen Teilen ihrer Gallertoberfliche der Infektion unterliegen.
Fiir diesen Zusammenhang scheint die Tatsache zu sprechen, daf
die Fiaden von Spirogyra bei Erzielung absoluter Reinheit in Liosungen,
in denen sie vor ihrer Befreiung von Bakterien kaum fortkamen,
weitaus besser gedeihen als in den Agarkulturen, selbst bei volliger
Abwesenheit von Bakterien.

Die Gewinnung der absoluten Reinkulturen.

Der einzuschlagende Vorgang der Reinziichtung war bei allen
vier genannten Algen durch die Beobachtung gegeben, daB die in
verfliissigten Agar eingeschlossenen Zellen sich ebenso rasch ver-
mehren, wie die auf der Oberfliche befindlichen. Siehe bereits
PrivesEEIM (1912).

Bei Mesotaenium wurden moglichst reine Zellenmassen aus Roh-
kulturen durch kriftiges Schiitteln in keimfreiem, destilliertem
Wasser aufgeschwemmt. Durch das Schiitteln wurden die in
Schleimmassen befindlichen Zellen voneinander isoliert. Etwas von
dieser Aufschwemmung wurde nun verflissigtem Agar (mit den schon

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LIII. 15
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genannten Salzzutaten) zugesetzt und dieser in Petrischalen nach
der in der Bakteriologie iiblichen Weise erstarren gelassen. Schon
in etwa 10 Tagen sah man mit freiem Auge griine, punktférmige
Kolonien auftreten. Bei mikroskopischer Kontrolle erwiesen sich
aber viele Kolonien noch unrein. Von reinaussehenden Kolonien, die
an der Oberfliche erwachsen oder an diese erst hervorgebrochen
waren, wurde in Schrigagarréhrchen abgeimpft und die Entwick-
lung einer reichlichen Zellenmasse abgewartet. Nach 6 Wochen,
wihrend der ansehnliche Kolonien herangewachsen waren, wurden
mit diesem Material abermals Plattengiisse vorgenommen. Von
mehreren Kolonien des zweiten Plattengusses wurden am 26. Mai
1923 Schrigagarkulturen angelegt und ihre Entwicklung abge-
wartet. Da das Zellenmaterial auch bei mikroskopischer Unter-
suchung vollig rein aussah, wurden zunéchst davon je zwei Tochter-
kuolturen angelegt. Dann wurde in die Rohrchen der Mutterkulturen
Bouillon (0,5 Proz. Pepton Witte, 0,6 Proz. Chlornatrium, 0,56 Proz.
Liebig’s Fleischextrakt, neutralisiert mit Natriumkarbonat) einge-
gossen, kraftig durchgeschiittelt, bis sich die Zellen gleichm#Big ver-
teilt hatten. Zur Kontrolle wurden Bouillonréhrchen mit unreinem
Zellenmaterial geimpft. Alle Rohrchen wurden dann im Brutschrank
bei 30° C untergebracht. In den Kontrollrohrchen mit dem absicht-
lich unreinen Impfmaterial war bereits nach 18 Stunden eine starke
Triibung eingetreten. Die zu untersuchenden Réhrchen (sechs Stiick)
blieben aber auch nach 6tdigigem Verweilen im Brutschrank voll-
kommen klar. Die Tochterkulturen, die von diesem Zellenmaterial
vorher angelegt worden waren, wurden als absolut rein angesehen.

Cosmarium Botrytis wurde in der gleichen Weise behandelt und
trotz der hier vorhandenen michtigen Gallertmassen rein erhalten.
Von einer Rohkultur in synthetischer N&hrlosung der oben bereits
genannten Zusammensetzung, in der eine reichliche Bakterienflora
mitvegetierte, wurde ein Stiick der gallertigen Masse in sterilem
Wasser durch kriftiges Schiitteln aufgeschwemmt, mit geringer
Tourenzahl zentrifugiert, dann abermals mit sterilem Wasser aufge-
schwemmt und schlieBlich nach einigen Wiederholungen dieses Vor-
ganges mit Agar in der bekannten Weise in Petrischalen ausge-
gossen. Aus der Aussaat entwickelten sich in 4 Wochen groflere
Kolonien. Die von den Zellen reichlich ausgeschiedenen Gallert-
massen durchbrechen leicht die Agargeschichte und quellen aus ihr
kuppenformig hervor. Die nach der Waschung des Ausgangs-
materiales in wesentlich geringerer Zahl auftretenden Bakterien-
kolonien beweisen, daf die Keime nur oberflichlich den Gallerten
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aufsitzen. Von den an die Agaroberfliche emporgelangten Kolonien
wurde am 16. Juni 1924 mit lanzettlich geformter Nadel etwas in
Schrigagarrshrchen abgeimpft und die Weiterentwicklung abgewartet.
Das in 8 Wochen herangewachene Zellenmaterial wurde ebenso wie
bei Mesotaenium, nachdem je zwei Tochterkulturen angelegt worden
waren, in Bouillon iibertragen, kriftig durchgeschiittelt und bei 30° C
6 Tage lang im Brutschrank belassen. Die Tochterkulturen der
ungetritbt gebliebenen Stammkulturen wurden als rein angesehen.

Um Zygnema und Spirogyra von den an ihren Gallerten haftenden
Bakterien zu befreien, wurde der gleiche Weg eingeschlagen, anf
dem es PringsHEIM (1914) gelungen war, fidige Cyanophyceen rein
zu ziichten. KEs wurden kiirzere Fadenstiicke in den noch fliissigen
Agar (1%, Proz., 32° C) gemischt und dieser in Petrischalen erstarren
gelassen. KEbenso wie die Cyanophyceen wachsen auch die diinn-
fadigen Vertreter der beiden genannten Gattungen unter reichlicher
Schleifenbildung durch den Agar und brechen oft auf seine Ober-
fliche durch. Der an solchen Faden auftretende Bakterienbesatz
beschrinkt sich, soweit man das mikroskopisch sehen kann, auf einen
Abschnitt, der ungefihr der urspriinglichen Fadenlénge entspricht.
Die in den Agar hinauswachsenden Fadenstiicke sehen rein aus.
Gelangt ein vom Ausgangspunkt entlegenerer Fadenabschnitt an die
Agaroberfliche, so entwickelt sich auch hier unter reichlicher
Schleifenbildung ein Fadenstiick, das vollkommen rein aussieht.
Solche an die Oberfliche emporgewachsene Fadenstiicke lassen sich
bei diinnfidigen Formen relativ leicht bei mikroskopischer Kontrolle
isolieren, ohne das im Agar befindliche Stiick mitzureifen. Bei dick-
fadigen Formen (30 —60 1), deren Zusammenhang viel fester ist, muf
das Fadenstiick bei Beobachtung der Sterilitit erst mittels einer
Nagelschere zerlegt werden, da sonst das ganze, auch im Agar be-
findliche Fadenstiick mit herausgezogen wird. Die Verwendung
flachgeschliffener Nadeln bringt infolge der grofien Zihigkeit der
Zellmembranen und der geringen Widerstandsfihigkeit des Sub-
strates nicht den gewiinschten Erfolg. Manchmal ist die Ubertragung
auch ohne Schere rasch und bequem zu bewerkstelligen, weil die
Fiden von selbst zerfallen. Das von der Platte iibertragene Zygnema-
Material (23. Juni 1924) hat die Probe auf Reinheit, die in der
gleichen Weise wie bei den beiden vorhergenannten vorgenommen
wurde, schon nach dem ersten PlattenguB bestanden. Ebenso gelang
es bei Zygnema peliosporum (17./7. 25).

Fiden von Spirogyra varians wurden zwar ebenfalls in dleser

Weise rein erhalten, aber die von der Platte iibertragenen Faden-
15%
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stiicke starben auf dem neuen Substrat sofort ab, obwohl dieses hin-
sichtlich seiner Zusammensetzung vollkommen identisch war mit dem
der Petrischalen, da beide aus der gleichen vorritig gehaltenen
Agarmenge genommen waren. Nach vielen erfolglosen Wieder-
holungen und nach der Vergewisserung, daB Giftwirkung vonseiten
der Impfnadel (Platinit) nicht vorliegen konne, wurde der Miferfolg
der groBen Empfindlichkeit der Fédden gegen Austrocknung zuge-
schrieben; es ist offenbar der Mangel an méchtigeren Gallerthiillen,
der sie im Gegensatz zu drei anderen Vertretern diese Manipula-
tionen nicht iiberdauern lLiBt. Als auch die rascheste Ubertragung
erfolglos geblieben war, die Ubertragung mehrerer Fiden aber nicht
ratsam schien, wurde die Reinigung der Faden durch Waschung ver-
sucht. Zu diesem Zweck wurde eine ganze Reihe von Eprouvetten
mit ca. 5 ccm doppeltdestillierten Wasser beschickt und sterilisiert.
Das Rohmaterial, ein kleines Stiickchen der Algenwatte, wurde in
das erste Rohrchen . eingetragen, kriftig geschiittelt, mit steriler
Nadel wiederum herausgeholt und nach AbflieBen des fiberschiissigen
Wassers in das zweite iibertragen. Hier erfuhr die Watte die gleiche
Behandlung. Nach einer 10—15 maligen Wiederholung des gleichen
Vorganges wurden schlieflich nur einzelne Fadenstiickchen heraus-
geholt und auf einer in Petrischalen erstarrten Agarschichte aus-
gelegt. Das auf der Nadel haftende Wasser schiitzte anscheinend den
Faden vor allzu rascher Austrocknung. Nach 24 Stunden waren die
Faden bereits so geschlingelt, wie es in Textfig. E 2 dargestellt ist.
Die von diesen Fiden gewonnenen Kulturen sahen wohl bakterien-
rein aus, mufiten aber der gleichen Reinigung nochmals unterworfen
werden. Erst bei Faden der nichsten Plattenkultur ist die Probe
auf Bakterienfreiheit positiv ausgefallen (19. November 1925). Die
weitere Kultur der isolierten Stimme erfolgte zunichst ebenfalls
auf Agar.

Damit bin ich in den Besitz eines Materiales von fiinf Con-
jugatenvertretern gelangt, das immer sicher und bequem kultivierbar
ist und daher jederzeit in gleicher, natiirlicher Beschaffenheit fiir
Versuche zur Verfiigung steht und das absolut rein ist.

Die Kulturversuche mit absolut reinem Material.

1. Die Fortfiithrung der Stammkulturen.
Die Fortziichtung der von Mesotaenium rein gewonnenen Stimme
erfolgte, wie schon bemerkt wurde, zunichst auf dem Agar, dessen
Zusammensetzung bereits genannt wurde. Die damit geschaffenen
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Milieubedingungen gestatten ein ausgezeichnetes Wachstum. An
Stelle von Gips (PringsEEIM (1912)) hat sich fiir die Kultur auch
asche- und stirkefreies Filterpapier (hergestellt von Max Drevers-
hoffs, Dresden), das in Form von ca. 1,6 cm breiten und ca. 8 cm
langen Streifen der Eprouvettenwand angelegt wird und das von
ca. b ccm Mineralsalzlosung (wie im Agar) gleichméBig feucht ge-
halten wird, wegen seiner einfachen Zurichtung sehr bewihrt.

1
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Textfig. E. Lagerung eines Fadenpaares von Spirogyra varians auf der Agar-
oberfliiche bei stattfindender Zellvermehrung. 1. Situation kurz nach der Uber-
tragung am 25./2. 1925, 2—5, in den aufeinanderfolgenden Tagen, 6. am 2./3.
Mit Zeichenapparat. Original auf 2/; verkl.

Dieses Kulturverfahren, das bereits von CorrEens (1899), BECQUEREL
(1906), ServerTAZ (1913) und PrinesEEIM (1921), dort die diesbeziig-
lichen Literaturzitate, fiir die Kultur von Moosen verwendet wurde,
wird besonders dort anzuwenden sein, wo es sich um Beschaffung
groBerer Materialmengen handelt. Da das genannte Filterpapier,
wie besondere Kulturversuche gezeigt haben, keinen als Stickstoff-
oder als Kohlenstoffquelle in Betracht kommenden Stoff enthalt, so
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kann es auch in manchen eingehenderen Versuchen Verwendung
finden. Die Losung allein ist zwar auch verwendbar, aber man wird,
da Impfungen in Losungen nur einen geringen Ernteertrag liefern,
die Kultur auf feuchtgehaltenen Oberflichen vorziehen, wenn die
Fragestellung die Verwendung dieses Hilfsmittels zulaBt. Das bessere
Gedeihen dieses Mesotaenium auf Oberflichen diirfte mit der An-
passung an die Existenzbedingungen ,auf dem Lande“ (Luftalge)
zusamnenhéingen (vgl. Frirsca (1922, 1923)). Die Impfungen wurden
dort, wo es sich um den Vergleich von Ernteertrigen gehandelt hat,
mit Tropfen von Aufschwemmungen vorgenommen. Fiir die Auf-
schwemmungen wurden 3—4 Wochen alte Agarkulturen in Eprou-
vetten genommen, die nach Beschickung mit sterilem Wasser kriftig
durchgeschiittelt wurden. Wo eine moglichst gleichméBige Dosierung
des Impfmateriales nicht notwendig war, wurde mit der Nadel ge-
impft. Die Stammkulturen auf Agar wurden stets nach 4 Wochen
erneuert; sie bleiben aber viel linger 3—4 Monate lebensfahig.

Die Fortfihrung der von Cosmarium, Zygnema und Spirogyra
isolierten Stdmme erfolgte ebenfalls wegen der bequemeren Kontrolle
von etwa nachtriglich erfolgenden Infektionen durch Luftkeime auf
Agarsubstrat. Das Wachstum von Cosmarium geht aber unter diesen
Umsténden sehr langsam und unsicher vor sich. Die Impfungen in
Néhrlosung gleicher Zusammensetzung ist ertragreicher; am besten
eignet sich wiederum das mit dieser Liosung durchtrinkte Filtrier-
papier, auf dem michtige griine Gallertmassen in Entwicklung
gelangen. Die Erneuerung solcher Eprouvettenkulturen braucht nur
alle zwei Monate vorgenommen zu werden. Das Zellenmaterial
solcher Kulturen ist ziemlich gleichartig. Die Uberimpfung geschah
durch Ubertragung eines Stiickchens des Gallertlagers.

Das Wachstum der auf den Agar aufgetragenen Féden von
Zygnemo und Spirogyra, die beide anndhernd die gleiche Fadendicke
besitzen, verursacht eine geschlingelte Verlagerung der Faden. Die
Schléngelung geht in der Weise vor sich, daB ein vollig gestreckter
Faden nach 18 Stunden in regelm#Bigen Abstéinden welligen Verlauf
annimmt, wie es in Textfig. C u. E von einem Fadenpaar dargestellt
ist. In den gewellten Fadenabschnitten war Zellvermehrung erfolgt.
Mit dieser Versuchsanordnung ldBt sich also einfach die Verteilung
der Zellvermehrungszonen im Faden zur Darstellung bringen, diese
auffallende Verteilung des Wachstums im Faden lief sich auch bei
meinen noch unverdffentlichten Untersuchungen fiber das Vorkommen
von Kern- und Zellteilungen im Faden an anderen Arten beobachten.
Von anfinglichen Kriimmungen schreitet die Schlingelung des Fadens
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mehr oder weniger regelméfig nach beiden Seiten fort, wobei sich
die ersten Kriimmungen zu groferen Bogen erweitern. Solange
Knickung, Zerfall lings der Mittellamelle und Uberschiebungen des
Fadens nicht eintreten, bleiben die Stellen anfinglicher Kriitmmung
mehrere Tage kenntlich. Knickung und darauf folgender Zerfall des
Fadens infolge des Absterbens der geknickten Zelle tritt bei dieser
Spirogyra-Art im Gegensatz zu Zygnema sp. sehr leicht ein. Denn es
leisten die durchschnittlich grofiere Zellinge und die zartere Membran
Vorschub. Der bei Zygnema spirlicher vorkommende Fadenzerfall
erfolgt durch Lockerung des Zusammenhanges lings der Mittellamelle.
Werden zwei Fadenabschnitte parallel dicht nebeneinander gestreckt
aufgelegt, was leicht zu bewerkstelligen ist, wenn ein lingerer Faden
in seiner Mitte mit hakenférmiger Nadel aufgenommen und iber
die Agaroberfliche dahingezogen wird, so erfolgt die erste Ein-
kriimmung der beiden Fadenabschnitte auffallenderweise immer an
gemeinsamen Stellen, die ebenfalls in regelméBigen Abstinden von-
einander liegen (Textfiz. C u. E). Das gleichartige Ergebnis einer
Reihe derartiger Versuche schlieft aus, daf die Abschnitte der Zell-
vermehrung beider Fadenabschnitte zufillig nebeneinander fielen.
Da diese Erscheinungen fiir andere Fragen nicht unwesentliche Bei-
triage liefern konnen, soll ihre Behandlung spéter ausfiihrlich erfolgen.

Die Chromatophoren der auf Agar kurzgliederigen Zellen von
Spirogyra sind breit und intensiv griingefarbt, wie bei dem aus der
Natur stammenden Material. Aber sie enthalten viel Pyrenoid- und
Stromastirke (Textfig. F). Es sind also die auf dem Agar gegebenen
Bedingungen fiir das Gedeihen von Spirogyra nicht vollig entsprechend.
Denn die Untersuchung von Fédden natiirlicher Standorte ergibt, daB
zur Zeit intensivster Zellvermehrung, die wir im Interesse der
Kultivierbarkeit anstreben, Stirke nur in Form einer Hiille um die
Pyrenoide herum vorfindet Wenn auch die Agaroberflichenkultur
demnach nicht natiirliche Existenzbedingungen schafft, so ist doch
mit ihr eine derartige Anndherung an solche gegeben, daff wir im
Interesse der Ubersichtlichkeit Agar als Kulturmedium fiir die
Stamme beibehalten haben. Allerdings muB eine Erneuerung der
Kulturen stets nach 3—4 Wochen vorgenommen werden, weil sich
nach Ablauf dieser Zeitrdume zu dem an sich nicht schidlichen
Starkeiiberfluf Degenerationen des Chromatophors zugesellen, die
durch Darbietung natiirlicher Lebensbedingungen nicht mehr wett
gemacht werden konnen. Bisweilen tritt in &lteren Kulturen
Copulation auf. Die Bildung von rhizoidartigen Auswiichsen, die bei
anderen Arten auf Agar leicht erhalten werden, wurde in diesen
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Kulturen nicht beobachtet, obwohl Spirogyra varians dazu befihigt
ist (Czurpa 1925).

Da wir aber in Spirogyra einen typischen Wasserbewohner vor
uns haben, wurden nochmals trotz der fritheren erfolglosen Versuche
Losungskunlturen, diesmal aber mit absolut reinem Material, versucht.
Losungen mit den gleichen Nihrsalzzutaten wie der Agar gestatteten
jetzt eine sehr gute Zellvermehrung bei vollig natiirlicher Farbung
und normalem Stérkegehalt der Chromatophoren. Durch die inzwischen

L
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Textfig. F. Das Aussehen der Zellen von Spirogyra varians in absoluter Reinkultur.

a) Zelle aus 21tdgiger Kultur auf Agar. b) Zelle aus 42tégiger Kultur in
10 cem Nahrlosung. Mit Zeichenapparat. Original auf 2/; verkl

von UsPENSKI (1924) publizierten und mir damals erst zur Verfiigung
stehenden Untersuchungsergebnisse angeregt, setzte ich in der bis
zu diesem Zeitpunkt mit Eisenchlorid versehenen Losung Ferrosulfat
als Eisenquelle zu und fand die Losung ein ausgezeichneteres Kultur-
medium fiir Spirogyra varians. Trotz der kleinen Fliissigskeitsmengen
(10 cem) erfolgt eine iippige Entwicklung des Impfmaterials. Das
in solchen Kulturen vorhandene Material bleibt iiber einen Monat
in seiner natiirlichen Beschaftenheit. In 2 Monate alten Kulturen
tritt Degeneration und Fadenzerfall mit gleichzeitiger Braunung der
Fliissigkeit ein. In den Losungskulturen tritt aber eine bemerkens-
werte Erscheinung auf. Das Impfmaterial, bei Spirogyra und Zygnema
eine mit hakenfsrmiger Nadel aus der Ausgangskultur herausgehobene
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kleine Fadenmenge, geht bei Spirogyra innerhalb der ersten 5 Tage
fast immer in Copulation iiber. Erst aus den iibrigbleibenden
vegetativen Faden entwickelt sich in der Folgezeit eine iippige
Watte. Tabelle I soll die Haufigkeit des Copulationseintrittes zeigen.
Gleichzeitig ist aus ihr ersichtlich, daB die Losungskultur durchaus
verlaBlich ist.

Tabelle L
4 Serien von Losungskulturen (Spirogyra wvarians). 10 cem Nihrlosung (KNO,
0,02 Proz., K,HPO, 0,002 Proz., MgSO, 0,001 Proz., FeSO, 0,00005 Proz.) in
bohmischem Kaliglas (Eprouvette). Anfangs pa 6,0, nach 4 Wochen py 7,6—7,9
(mit Indikatoren nach MicmaELis). Temperatur 18—22° C, diffuses Tageslicht am

Nordfenster.
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Auf die Copulation auslésenden Faktoren kann hier noch nicht
eingegangen werden. Vorldufig sei nur bemerkt, daB ein gewisser
indirekter Zusammenhang mit der chemischen Beschaffenheit der
Gefifwande vorliegt. Wie filr Mesotaenium, Cosmarium und Zygnema,
so wurden nimlich auch fiir Spirogyra Kulturgefifle aus bohmischem
Kaliglas verwendet und erwiesen sich als durchaus brauchbar. Der
Verwendung dieser Glassorte ist es zuzuschreiben, daB bei Losungs-
kulturen das Calcium nicht gesondert zugesetzt werden mufite. Es
geht in ausreichendem Mafe aus diesem Glas in Losung. Wird
Jenaer Glas in Verwendung genommen, so ist ein Zusatz eines
Calciumsalzes notwendig. Fiir Spirogyra geniigt es, 2 Proz. einer
gesittigten Gipslosung nach der Sterilisation zuzusetzen, um die
Entwicklung zu ermdoglichen. Wird fiir die Losungskulturen Jenaer
Glas verwendet, so unterbleibt auch die Copulation von Spirogyra.

Fir die Kultur von Zygrema sp. eignet sich am besten Agar
oder das mit der Nahrlosung getrinkte Filterpapier. In der Losung
selbst ist die Zellvermehrung sehr gering im Verhéltnis zu den
Kulturertrigen auf befeuchteten Oberflichen.
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Die Beleuchtung der Kulturen erfolgt in den lichtarmen Winter-
monaten in 12stiindigen Perioden durch eine 300 Watt Azogliihbirne,
deren Wirmestrabhlung durch flieBendes Wasser in einer ca. 5 cm
dicken Schicht ausgeschaltet wird. Die Kulturen befinden sich in
einer 50—90 cm weiten Entfernung vom Glithdraht. Diese Licht-
intensitdt ist vollkommen ausreichend (siehe Taf. 10 Fig. 4 u. 5),
um ein stindig iippiges Wachstum zu unterhalten. Pritzer (1917)
fand fiir eine diinnfidige Spirogyra-Spezies bei 174 H-Kerzen (20° C)
jene Bedingungen, bei denen sich Assimilation und Atmung. die
Wagschale halten. Im Sommerhalbjahr sind die Kulturen an einem
Nordfenster dem diffusen Tageslicht ausgesetzt. Die Wachstums-
geschwindigkeit und das morphologische Aussehen des Winter- und
Sommermaterials 148t unter diesen Umstédnden keinen Unterschied
erkennen.

. 2. Orientierende Erndhrungsversuche.

Wenn auch durch diesen Kulturerfolg bereits eine ganze Reihe
von Untersuchungsmoglichkeiten geschaffen ist, bleibt doch erndhrungs-
physiologisch manches offen. So interessiert, inwieweit diese als ge-
eignet befundenen Milieubedingungen abgeéndert werden konnen,
um noch Wachstum zu gestatten und in welcher Weise die rein-
geziichteten Conjugaten auf Verdnderungen ihres Milieus reagieren.
Die Fiille des hierher Gehorigen ist zu grof und umfangreich, als daf
sie in der bisher verfiighbaren Zeit hitte erledigt werden konnen.
Es handelt sich daher vorliufig um orientierende Versuche.

Eine hervorragende Rolle beansprucht die Frage, welche Ver-
bindungen als Stickstoffquelle in Betracht kommen. Die Priifung
erfolgte in der Weise, daf der zu untersuchende Stoff in geeigneter
Konzentration in der im ganzen hergestellten Grundlésung an Stelle
des sonst verwendeten Kaliumnitrates eingefithrt wurde. Mesotaenium,
Cosmarium und Zygnema sp. wurden auf ein mit diesen Liosungen ge-
trinkten Filterpapierstreifen (5 ccm Losung), Spirogyra in die Lisung
(10 ccm) geimpft. Die in der Tabelle II unter I—VII aufgefiihrten
Stoffe sind bei jedem einzelnen Organismus jeweils immer gleich-
zeitig gepriift worden, damit Ertragsverschiedenheiten, bedingt durch
Verschiedenheit der Temperatur und Lichtintensitit ausgeschaltet
wurden. Durch Vergleich der Kulturen nach Verlauf von 4 Wochen
wurde die Eignung des betreffenden Stoffes ermittelt. Nitrat und
Ammonstickstoff sind von allen vier Vertretern gleich gut verwertbar.
Die vorgefundenen Differenzen sind durch Reaktion der Nihrlosung
bedingt, da die optimale pg-Konzentration fiir jeden dieser Organismen



Die Reinkultur von Conjugaten. 233

Tabelle II

Kulturversuche mit verschiedenen Stickstoffquellen; die Grundlésung: K,HPO,
0,002, MgSO, 0,001 Proz., FeSO, 0,0002 Proz.; KulturgefiBe aus bohm. Kaliglas.
~+ Zuwachs, O kein Zuwachs, )X geschlechtliche Fortpflanzung. Kiinstliche

Beleuchtung.
Mesotaenium | Cosmarium ; Zygnema [ Spirogyra
12./1‘—10./2.
22./2.—18./3. 5 .
23.;4'_25’%' 5./12—31./12.[5.12.—31./12) 21.)4.—10,5.
1924 1924 1924 1925
Kaliumnitrat 0,02 Proz. +++ +++ +++ +++
Calciumnitrat | 0,02 Proz. ++ ++ ++ ++
Ammoniumsulfat| 0,02 Proz. +++ ++ +++ ++
| spater
: Absterben
Glykokoll 0,02 Proz. +4++ O ©) O (%)
Asparagin 0,02 Proz. +++ O @) +++
Leucin, racem, |0,02 Proz. O O O O (%)
Kontrollversuch O
ohne Stickstoff ~ © O O (x)

an verschiedener Stelle liegt (Tab.III). Von den gepriifien organischen
Stickstoffquellen erwies sich bei Mesotaenium Glykokoll und Asparagin
als ausgezeichnete Stickstoffquelle, und bei Spirogyra nur Asparagin.
Dieser Befund steht nicht im Einklang mit der Angabe BoxornY’s
(1896), daf ,Spirogyra“ Glykokoll als Stickstoffquelle auswerten kann.
Aufler den genannten, organischen Stickstoffquellen von bekannter
Zusammensetzung wurde noch Fleischextrakt (Liesia), Pepton (WiTTE)
und Trypsingelatine, jedoch mit negativem FErfolg versucht. In
Glykokoll, Leucin und im stickstofffreien Kontrollversuch trat bei
Spirogyra in den ersten Tagen Copulation ein. Das Zellenmaterial
der gut gewachsenen Lager von Mesotaenium im Ammonsulfatversuch
zeigte aber bei mikroskopischer Kontrolle ein veréindertes Aussehen,
wie es in Taf. 9 Fig. 3 dargestellt ist. Die Zellen sind stark ver-
lingert und vielfach gekriimmt und bleiben nach der Zellteilung mit-
einander in Verbindung. Die Verdnderung ist wohl durch die frei
werdende Saure bedingt. Kontrollkulturen mit einem iiberschiissigen
Zusatz an Calciumkarbonat zur Bindung der frei werdenden Siure
zeigten ndmlich unter sonst vollig gleichen Kulturbedingungen normales
Aussehen der Zellen (Taf. 9 Fig. 2). Da sich bei Spirogyra auch
nach 3 Wochen in den Ammonsulfatkulturen die Siurewirkung be-
merkbar machte, wurde hier die Abstumpfung der Siure in gleicher
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Weise versucht. Ein Erfolg war insofern aber nicht zu verzeichnen,
als die Ammonsulfatkulturen ohne Calciumkarbonat bedeutend langer
und iippiger wuchsen als die Kontrollkulturen mit diesem Zusatz,
offenbar durch zu starke Erhohung des pg-Wertes.

Tabelle IIL

Das Wachstum bei verschiedener py-Konzentration. + Wachstum, C Absterben,
X Copulation. Die innerhalb der fetten Linie eingetragenen Daten sind von
Versuchsreihen mit Phosphatmischungen in der #iblichen Nihrlosung mit 2 Proz.
gesittigter Calciumsulfatlosung gewonnen. Die iibrigen durch Beobachtung
der Reaktionsverinderungen in N#hrigsungen ohne Phosphatgemische. Kultur-
gefiBe aus Jenaer Glas. Versuchstemperatur 21—26° C. Die Werte von pH der
Phosphatgemische sind mit Indikatoren nach MicmaELis kontrolliert worden.
Diffuses Tageslicht am Nordfenster.

|
5456 58 | 60 | 62 | 64 | 66| 69 | 7,2 (713 15| 1,7(79
|

Filterpapier ‘
Mesotaenivm| |+ |+++ +++ +++ i+ [+
n
i% Phosphat !
Filterpapier :,
Cosmarium of © + ++ | ++ +10
n
100 Phosphat
Lésung
Zygnema |4 | | ++ ++ ++ | + + |+ 1+
n
19 Fhosphat I
Losung h
Spirogyra o) [+ ++ FH A x| Wachatum
205 Phosphat | méglich

Ein besonderes Augenmerk war, wie schon die Stickstoffver-
suche zeigten, der Reaktion zuzuwenden. Die Feststellung der
optimalen pgy-Konzentration wurde mit den gestellten Gemischen
von primdren und sekundiren Kaliumphosphat versucht, das be-
Mesotaenium, Cosmarium und Zygnemos in n/100, bei Spirogyra in
n/500 Konzentration nach der Sterilisation zu der verwendeten
Losung zugesetzt wurde. Das Ergebnis ist nach dem Augenschein
in Tabelle III zur Darstellung gebracht. Bei der notwendigen Ver-
diinnung des Phosphatgemisches wird nicht der notige pp-Bereich
umfaBt, so daB zur KErginzung noch py-Wertbestimmungen in
anderen Losungen vorgenommen wurden und in der Tabelle mit
beriicksichtigt sind (auBerhalb der fetten Linie). Die tabellarische
Zusammenstellung zeigt, daf der Wachstum-ermoglichende py-Bereich
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bei Mesotaenium und Zygnema ein sehr weiter, bei Spirogyra etwas
enger ist, wenn wir nur das Ergebnis der Phosphatlosungen be-
riicksichtigen, und am engsten bei Cosmarium. Die mit Phosphat-
gemischen gewonnenen Krgebnisse sind besonders bei Spirogyra
wiederholt mit pg-Messungen von Néhrlosungen ohne Phosphat-
gemischzusatz- verglichen worden. Dabei ergab sich, daB das
vegetative Wachstum seinen obersten Grenzwert nicht bei 7,0 hat,
wie aus der Phosphatreihe hervorzugehen scheint, sondern auch bei
hoheren Werten (7,9) noch in der gewdhnlich verwendeten N#hr-
Iésung vor sich geht. Diese Verhiltnisse werden zurzeit untersucht
und sollen spiter gesondert eine eingehende Behandlung erfahren
und mit den Ergebnissen BexeckE's (1908, 1925) und Unerra’s (1924)
verglichen werden. Auch bei Cosmarium ist der optimale Ertrag
bei py 7,0 nur ein Bruchteil des Ertrages einer N#éhrlosung ohne
puffernde Phosphate von gleichen py-Wert. Der Zusatz der Phos-
phate in einer Konzentration, wie sie zur Pufferung notig ist,
bewirkt also eine Schidigung.

Das Calcium ist ein notwendiger Bestandteil der Nahrlésung fiir
alle vier Vertreter, wenn es auch bei Kultur in bohmischen Kaliglas-
gefiBen nicht besonders zugesetzt werden muf. Fiir eine unbestimmte
Spirogyra-Art hat bereits Morisce (1895) die Notwendigkeit des
Calciums gefunden. Bei Verwendung des bohmischen Kaliglases
geht die fiir das Wachstum notwendige Menge aus den Gefif-
winden in Losung. Wo sich das kultivierte Material den Calcium-
bedarf in dieser Weise nicht decken kann, wie beispielsweise bei
Verwendung von Jenaglas, erwies sich fiir Spirogyra die verwendete
Néhrlosung bei einem Zusatz von 2—5 Proz. gesittigter Calcium-
sulfatlosung nach der Sterilisation der Losung als ausreichend.

Uber die Bedeutung des Eisens hat Uspewskr (1924) eine ein-
gehende Untersuchung angestellt (vgl. auch Reep (1924)). Er hat
gefunden, daf die Kulturmifierfolge bei den dickfidigen Formen
(Spirogyra crassa) offenbar nur darauf zuriickzufiihren sind, daf die
fir das Gedeihen notwendige Menge an in Losung befindlichem
Eisen in den Losungen wie sie bis dahin verwendet worden sind,
nicht vorgelegen hat. Um eine hinreichende Menge Eisen in der
Losung dauernd zu erhalten, verwendet er mit ausgezeichnetem
Erfolg ein Gemisch von Eisen- und Natriumcitrat. Auch bei Spirogyra
varians habe ich diese Methode versucht, ohne jedoch ein geniigend
klares Ergebnis zu erhalten. Der Ernteertrag und die Beschaffenheit
der Zellen war schlechter als in der von mir sonst verwendeten
Nahrlosung. Bedeutend zuverlissiger und ergebnisreicher erwies
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sich die von mir verwendete Nihrlosung bei Zusatz von 0,0005 bis
0,00005 Proz. Ferrosulfat, wie die photographische Wiedergabe eines
Teiles einer Kulturserie mit verschiedenen Zusitzen von KEisen
(Taf. 10 Fig. 5) zeigt. Diese Losung deckt sich mit der, die
Useenskr (1924, 1925) fir Volvox angewendet hat. Die Ergebnis-
losigkeit meines Versuches mit Eisencitrat beruht anscheinend nicht
nur darauf, daB ich mit einer etwas weniger empfindlichen Art als
es Spirogyra crasse ist, experimentiert habe, sondern auch darauf]
daf die von UspENnskr angewandte Liosung einen anfinglichen py-Wert
von ungefihr 7,3 besitzt, wihrend der optimale py-Wert von Spirogyra
varians um 6,0—6,2 herum liegt. Bei py 7,2 beginnt der py-Bereich
der Copulation und daher wohl die Ergebnislosigkeit des Versuches
mit Spirogyra varians, infolge Einsetzens der Copulation. Bei den
in meinen Kulturen gegebenen Bedingungen macht sich auch schon
beim makroskopischen Vergleich, ohne quantitative Feststellung, die
Notwendigkeit einer genauen Bemessung der Eisenmenge auffallend
bemerkbar, eine Erscheinung, auf die UspEnskr zum erstenmal aus-
fithrlich hingewiesen hat. Die Priifung der gleichen Versuchsanordnung
an Mesotaenium, Cosmarium und Zygnema sp. ergab keinen sichtbaren
Unterschied zwischen den einzelnen Konzentrationsstufen. Von den
beiden Erstgenannten sind alle Kulturen bis auf die eisenlose Kontroll-
kultur @ippig angegangen. Bei Zygnema erfolgt in allen Stufen dieser
Losung gleichartiger Fadenzerfall mit morphologischen Verdnderungen.
Auch hier anscheinend wegen der zu hohen py-Konzentration, da
das Wachstumsoptimum dieser Alge unterhalb von py 6,9 liegt.

Da fiir eine ganze Reihe von Chlorophyceen an absoluten Rein-
kulturen nachgewiesen ist, daB sie ihren Kohlenstoffbedarf teilweise
oder génzlich auch aus organischen Verbindungen decken konnen,
war es schlieflich von Interesse, zu untersuchen, inwieweit die nan
in absoluter Reinheit vorliegenden vier Vertreter der Conjugaten
zur Ausniitzung organischer Kohlenstoffquellen befihigt sind. KEs
haben zwar LOow und Boxorny in zahlreichen Publikationen viele
Stoffe besonders fir Spirogyra genannt, die von dieser Alge als
Kohlenstoffquelle beniitzt werden konnen. Aber die diesen Angaben
zugrunde liegenden Versuche sind durchwegs mit Rohmaterial vor-
genommen worden und damit unzuverlissig. Auf die Brauchbarkeit
dieser Angaben ist von mir schon (1925) néher eingegangen worden.
Schon beim genaueren Vergleich der Versuchsresultate BoxorNY’s
mit Dunkelkulturen und kohlensiurefreien Kulturen wird man in
der Skepsis noch weiter bestirkt, daB positive Resultate mit ,kohlen-
saurefreien Lichtkulturen“ nur deshalb erzielt wurden, weil die
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verwendeten Spirogyren die von den mitanwesenden Bakterien ab-
geschiedene Kohlensdure im Licht assimiliert haben, wihrend in
den Dunkelversuchen, die durchwegs negativ ausgefallen waren, die
Starkebildung infolge Lichtmangels unterblieben war. Solange in
derartigen Versuchen bakterienhaltiges Versuchsmaterial vorliegt,
sind positive Resultate nur von Dunkelkulturen zuverlissig. Als
Kriterium fiir die Brauchbarkeit eines Stoffes als Kohlenstoffquelle
wurde von mir das Wachstum herangezogen, nicht aber, wie von
fritheren Autoren, die Bildung von Stdrke. Die Stirkebildung wird
zurzeit untersucht und spiter behandelt werden.

Meine Versuchsanordnung war in folgender Weise getroffen
worden. Die Kulturen wurden in der gleichen Weise wie fiir die
Untersuchung der Stickstoffquellen vorbereitet, nur wurde der kom-
pletten. Nihrlosung der zu untersuchende Stoff in der in Tabelle IV
und V verzeichneten Konzentration noch hinzugefiigt. Es wurde
also Mesotaensum, Cosmarium und Zygnema auf Filterpapier, Spirogyra
in die Losung selbst geimpft. Von den jeweils so vollkommen gleich-
artig vorbereiteten Eprouvettenkulturen wurden zwei im kohlen-
sdurefreien Raum, zwei in kohlensdurehiltiger Luft, beide bei der
gleichen Lichtquelle, und zwei im Dunkeln bei der gleichen Zimmer-
temperatur untergebracht. Zur Erzielung des kohlensdurefreien
Raumes wurde iiber die in einer Ebene angeordneten Kulturen eine
grofe Glasglocke auf eine Glasplatte gesetzt und mit Luftpumpenfett
abgedichtet. Die im eingeschlossenen Luftvolumen {ca. 8 Liter mit
18 Kulturen) vorhandene Kohlensédure wurde mit stark konzentrierter
Kalilauge entfernt. Das Absorbens war in flachen Schalen in Mengen
von 50—100 ccm verteilt und war zwecks VergroBerung seiner Ober-
fliche an um schmale Zylinder gewickelte Filterpapierstreifen empor-
gesaugt worden. Um den Kohlensiureentzug wenigstens einigermaBen
kontrollieren zu konnen, wurde in einer Eprouvette gleicher Gréofe
wie die Kulturgefife Phenolphtalein in einem geeigneten Gemisch
von Natriumkarbonat und -bikarbonat untergebracht und mit den
Kulturen unter der Glasglocke eingeschlossen. Die maximalste
Rotung dieser Losung, welche anzeigt, daB die Kohlensdureotension
auf ein Minimum herabgedriickt ist, tritt erst in einigen Tagen ein,

Versucht wurden vorliufig die in der Tabelle IV und V zu-
sammengestellten Stoffe. Von diesen erwiesen sich Glukose und
etwas weniger ertragreich Rohrzucker nur bei Mesotaenium als
brauchbare Kohlenstoffquellen. Kulturen mit diesen Zuckern zeigten
sowohl im kohlensiurefreien Raum als auch im Dunkeln eine recht
gute Entwicklung von Zellenmaterial, die natiirlich einen geringeren
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Tabelle IV.

Kulturversuche mit organischen Kohlenstoffquellen im kohlensiurefreien Raum;
300 Watt-Azoglihbirne in ca. 75 ¢cm Entfernung; Versuchstemperatur 18—22°C;
Eintragungen nach 30 Tagen: -+ Zuwachs, O kein Zuwachs, D abgestorbenes

Material.

Siehe dazu Tabelle V.

Jeder Stoff immer mit zwei Eprouvettenkulturen

gepriift. Die Dunkelkulturversuche ergaben das gleiche Resultat.

Mesotaenium| Cosmarium | Zygnema Spirogyra
Proz. 194,1.—252,, 14/1—13.2.| 14/1.—13,2.[20/2.-193.,
21./2.—28./3. 1925 1925 28./3—1./5.
1924 1925
Glukose 1 ++4 @) @)
Saccharose 2 ++ O O %
Fruktose 1 O D @
Mannose 1 O & O
Magnit 1 O O @)
Galaktose 1 (&) % @) O
Dulzit 1 O O O
Laktose 1 O O D D
Kontrollversuch
Nahrlgsung allein O O G @
Tabelle V.

Kontrollversuche bei Zutritt CO,-haltiger Luft; 300 Watt-Glithbirne in ca. 75 cm

Entfernung; Versuchstemperatur 18—22° C; Eintragungen nach 30 Tagen: + Zu-

wachs, O kein Zuwachs, P abgestorbenes Material. Siehe dazu Tabelle IV. Jeder
Stoff immer mit zwei Eprouvettenkulturen gepriift.

Mesotaenium| Cosmarium | Zygnema | Spirogyra
Proz\241—252.0 1y 1 439 | 1ay1.—13 . |20/2—19/3,
21./2.—28 /3. 1925 1925 28./3.—1./5.
1924 1925
Glukose 1 -+ 4+ +++
Saccharose 2 ! +++ +4++
Fruktose 1 + 44 D
Mannose 1 -+ X
Mannit 1 . +4+ 4 B
Galaktose 1 @) @) -+ O
Dulzit e e -
Copulation
Laktose 1 + +++ fas) @)
Die verwendete Nihrlssung
allein +++ +++ +++ +++

Ernteertrag als bei Zutritt von CO, und bei Beleuchtung ergaben.
Kohlensdurefreie Kulturen zeigten ganzrandige, trocken aussehende,
intensiv gefirbte, die Dunkelkulturen schleimige, griinlichgelbe
Kolonien. Cosmarium, Zygnema und Spirogyra erwiesen sich bei Ver-
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wendung der genannten Stoffe in bezug auf Kohlenstoff streng
autotroph. Die von BokorNY mehrmals (zuletzt 1917) wiederholten
Angaben, daB ,Spirogyra“ Glycerin und Saccharose als Kohlenstoft-
quelle auswerten kann, sind fiir meine Art in bezug auf die Ver-
mehrung direkt widerlegt. Auch die weiteren Versuch an Meso-
taensum mit Glykokoll, Asparagin, racem. Leucin, Calciumazetat,
Calciumtartrat, Calcinmlaktat sind negativ verlaufen. Die nihere
Untersuchung dieser Frage, im besonderen die Stirkebildung ist zur-
zeit im Gange und wird spéter behandelt werden.

Zusammenfassung.

1. Es wird der Vorgang der Reinziichtung von 5 Conjugaten,
niamlich Mesotaenium caldariorum, Cosmarium Botrytis, Zygnema sp.,
Zygnema peliosporwm und Spirogyra varians, beschrieben, der im wesent-
lichen darin bestand, daB vegetatives Zellenmaterial nach mehr-
maligen Waschungen in sterilem, destilliertem Wasser im Agar em-
geschlossen oder auf den Agar aufgelegt wurde.

2. Zur vollstindigen Erndhrung reichen anorganische Salze voll-
kommen aus. Bei Verwendung der Salzkombination: KNO, 0,02 Proz.,
K,HPO, 0,002 Proz., MgS0O, 0,001 Proz., FeSO, 0,00002 Proz., CaSO,
2 Proz. einer gesittigten Losung, ist Zellenmaterial der oben ge-
nannten Arten von morphologisch und physiologisch natiirlicher Be-
schaffenheit kultivierbar.

3. Wenn auch diese Salzkombination fiir alle genannten Arten
geeignet ist, so ist immerhin (ein gewisser Unterschied im erndhrungs-
physiologischen Verhalten des Genannten zu beobachten, das haupt-
sichlich darin besteht, daf der giinstige Konzentrationsbereich der
einzelnen Néhrsalze und der Wasserstoffionen ein verschieden weiter
ist und sein Optimum an verschiedenen Stellen liegt.

4. Die bisherige Untersuchung der Moglichkeit von Erndhrung
mit organischen Kohlenstoffverbindungen ergab, daB nur Mesotaenium
Zucker und zwar Glukose und in geringem MaBe Saccharose verwenden
kann. Die iibrigen Arten sind, soweit es sich nach den wenigen
Versuchen behaupten 148t, in bezug auf den Kohlenstoff autotroph.

5. Von organischen Stickstoffverbindungen vermag Mesotaenium
nur Glykokoll und Asparagin, nicht aber Leuzin, Spirogyra nur
Asparagin auszuniitzen. Cosmarium und Zygnema sp. erweisen sich
bei Anwendung dieser Stoffe auch in dieser Beziehung als autotroph.

Pflanzenphysiologisches Institut der deutschen Universitit
Prag II, Vini¢na 3a.

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LIIL 16
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Berichtigung
zu V. Czurpa, Die Reinkultur von Conjugaten.

Bei einer Priifung des kultivierten Algenmaterials mittels Aus-
striches auf den Objekttriger, Fixierung durch Erhitzen und Farbung
mittels Fuchsinlosung ergab sich, daf in einigen der jingsten Stamm-
kulturen von Cosmarium Botrytis, Zygnema sp. und Spirogyra verians,
deren Kulturmaterial durch 12 Monate anf Grund der kulturellen
Kontrolle als rein angesehen wurden, doch kleine Bakteriengruppen
vorkommen. Bei den beiden letztgenannten finden sich die lebhaft
beweglichen Keime in der diinnen Fliissigkeitslamelle zwischen der
Agaroberfliche und den Fiden, bei Cosmarium liegen die Bakterien
in kleinen, in Schleim eingehiillten Gruppen in der Gallerte der
Alge. Da die beim Fortwachsen der Fiden auf der blanken Agar-
oberfliche zuriickbleibenden Keime, wohl infolge ungiinstiger Er-
néhrungsbedingungen, nicht zur Kolonienbildung gelangen, bleiben

sie bei der iiblichen mikroskopischen Kontrolle unbemerkt. Da
16*
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sich aber auch in Bouillon und in anderen Né#hrsubstraten mit
organischen Substanzen, wie Zucker, Aminosiuren usw., keine
Bakterienentwicklung bemerkbar gemacht hatte, auch dann nicht,
wenn ihr Vorhandensein mittels Farbung nachgewiesen war, so
diirfte es sich um Bakterien mit besonderem Stoffwechsel handeln.
Fiir deren Nachweis sind demnach die bisherigen biologischen
Priifungsmethoden unzureichend. Die Vernachldssigung dieser Mog-
lichkeit hat den Irrtum bedingt. Infolge des Druckabschlusses
konnte diese unerwartete Tatsache im Text selbst leider nicht mehr
beriicksichtigt werden. Inwieweit die ernihrungsphysiologischen
Ergebnisse bei Ausschaltung dieser Keime eine Anderung erfahren
werden, soll, falls moglich, gepriift werden. Von meinen Conjugaten-
kulturen erwiesen sich auch mit der obengenannten Firbemethode
gepriift die Kulturen von Mesotaenium caldariorum, Zygnema pelio-
sporum und Cosmarium impressulum EvLrv., das wihrend der Druck-
legung rein geziichtet worden ist, als bakterienrein.

Tafelerklirung.
Tafel 9.

Fig. 1. Mesotaenium caldariorum. Zellenmaterial aus 40tigiger Agarkultur
(Stammkultur). Zeiss Homog. Imm. 90, Zeiss Projekt. Ocul. 4.

Fig. 2. Dasselbe. Zellenmaterial erwachsen auf Filterpapier; Ammonsulfat
als Stickstoffquelle, Calcinmkarbonat zur Bindung der frei werdenden Siure; Zgriss
Obj. 40, Projekt. Ocul. 4.

Fig. 3. Dasselbe. Ein mit dem vorhergehenden gleichaltes Zellenmaterial er-
wachsen auf Filterpapier. Ammonsulfat als Stickstoffquelle, aber ohne Zusatz von
Calciumkarbonat. Gleich stark vergroBert wie die vorhergehende Aufuahme.

Fig. 4. Dasselbe. Eine Agarkultur nach 42 Tagen; Asparagin als Stick-
stoffquelle.

Fig. 5. Cosmarium Botrytis. 60 Tage alte Agarkultur.

Tafel 10.

Fig. 1. Zygnema sp. 5 Tage alte Agarkultur.

Fig. 2. Spirogyra varians. 5 Tage alte Agarkultur.

Fig. 3. Mesotaenium caldariorum. Zellenmaterial aus einer 49 Tage alten
Dunkelkultur auf 1proz. Glukoseagar. VergroBerung wie in Fig. 1 der Taf. 1.

Fig. 4. Cosmarium Botrytis. Ein Teil der Versuchsserie mit verschiedenen
Stickstoffyuellen und zwar von links nach rechts: Kaliumnitrat, Ammonsulfat
Calciumnitrat, Glykokoll. Filterpapier als Unterlage. Kulturdauer vom 5./12. 1924
bis 6./1. 1925, also 32 Tage.

Fig. 5. Spirogyra varians. Ein Teil der Versuchsreihe mit Losungen ver-
schiedener Ferrosulfatkonzentrationen und zwar von links nach rechts; 0,05,
0,005, 0,0005, 0,00005, und O Proz. Kulturdauer vom 5./2. bis 27./3. 1925, also 50 Tage.
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